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) Verfahren zur Nutzung von Tetrapyrrol-Cyclodextrin Wirt-Gast-Komplexen fur die in-vh/o-Diagnostik 

) Die Erfindung betrrfft ein Verfahren zur In-vivo-Diagnostik 
mittels sichtbarer Strahlung Oder Nahinfrarot-Strahlung 
(NIR-Strahlung) unter Varwendung von Wirt-Gast-Komple- 
xen, bestehend aus Tetra pyrrol en und Cydodextrinen, mit 
bestimmten photophysikaiischen und pharmakologischen 
Eigenschaften ala Kontrastmfttel In der Diagnoatlk auf dar 
Basis von Absorptions-, Fluoreszenz- und Streulichttechni- 
ken. 



< 

to 

i 

CO Applicants: Ronald Breslow et aL 

$2 U.S. Serial No.: 10/054,585 

Filed: November 12, 2001 
"J Exhibit 9 

Q 

Die folgenden Angaben slnd don vom Anmelder eingereichten UnterJagen entnomm n 

BUNDESDRUCKEREI 01.97 702 012/511 4/23 



DE 196 20 154 Al 



Beschrcibung 

Die Erkennung von Krankhcitcn ist zu einem wesent- 
lichen Teii davon abhangig, inwieweit es gelingt, Infor- 
mationen Qber Strukturen und deren Ver&nderungen 
aus den primar nicht zug&nglichen tieferen Schichten 
der Gewebe zu erlangen. Dies kann neben Taste n, Frei- 
legen oder Punlctieren durch die modernen bildgeben- 
den Verf ahren, wie Rfintgen, die Magnetresonanztomo- 
graphie oder die Ultraschalldiagnostik geschehen. 

Da biologisches Gewebe eine relativ hohe Durchlas- 
sigkeit fQr langwelliges licht des nahen IR-Bereichs 
(NIR; 600-1000 run) besitzt, steht dem Diagnostiker 
hierrait ein vollig anderes Vcrf ahren zur bildlichen Ge- 
webedarstellimg zur Verf Ogung. 

Die Tatsache, daB nahinfrarotes Licht Gewebe bis in 
den Zentimeterbereich durchdringen kann, wird in der 
TransiUuminatbnsbOdgebung genutzt Neben der De- 
tektion der nicht absorbierten Strahlung kann auch die 
nach Bestrahlung mit nahinfrarotem Licht emittierte 
Fluoreszenzstrahiung bzw. das gestreute Licht gewebe- 
spezifische Inf ormationen liefern. 

Das wesentliche Problem bei der Nutzung von nahin- 
fraroter Strahlung ist die aufierordentliche starke Streu- 
ung des Lichtes, so d&fi selbst bei unterschiedlichen pho- 
tophysikalischen Eigenschaften von einem scharf be- 
grenzten Objekt und seiner Umgebung sich dieses Ob- 
jekt nur unscharf abzeichnet Das Problem nimmt mit 
wachsender Entfernung des Objektes von der Oberfla- 



kann und damit phot dynamische Effekte verhindert 
werden. 

Die erfindungsgemaB verwendeten Wirt-Gast-Kom- 
plexe besitzen photophysikalische Eigenschaften, die 
5 durch Absorptions- und Fluoreszenzbanden im sichtba- 
ren und/oder nahinfraroten Spektralbereich gekenn- 
zeichnet sind wodurch ein technisch umkomplizierter 
Nachweis mit optischen Methoden gewihrleistet ist 
Die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten 
to Tetrapyrrole sind Verbindungen aus der Kiasse der 
Porphyrins Benzoporphyrine, Chlorine, Bacteriochlori- 
ne, sowie Phthalocyanine und Naphthalocyanine. 

Bevorzugte Tetrapyrrole sind Chlorophyll und natur- 
liche Chlorine als Abkdmmlinge des Chlorophylls, nam- 
15 lich Pheophorbide und Pheophorbidderivate, sowie 
Phthalocyanine. 

Besonders bevorzugte Verbindungen sind Tetrapyr- 
role, ale durch Reste substituiert sind, durch welche eine 
stabile Komplexbindung erreicht wird. Solche Reste 
20 sind verzweigte oder unverzweigte Alkylreste mit bis zu 
20 C-Atomen, Arylreste oder Aryialkylreste. 

Als Komplexbildner bzw. Wirtsmolekfile fungieren 
unsubstituierte oder ein- oder mehrfach substituierte, 
mono-, di- oder oligomere a-, p- oder Y-Cyclodextrine. 
25 Die Vorteile der erfinderischen LOsung liegen vor 
allem darin, daB nunmehr Tetrapyrrole mit ausgezeich- 
neten photophysikalischen Eigenschaften, die bisher in 
der photodynamischen Therapie von Tumoren Verw en- 
dung fanden, nun auch fQr rein diagnostische Fragestel- 



che zu und kann als hauptsachlicher limitierender Fak- 30 Lungen eingesetzt werden kdnnen, da eine photodyna- 



tor sowohl bei der Transillumination als auch bei der 
Detektion von Fluoreszenzstrahiung angesehen wer- 
den. 

Zur Verbesserung der DifT erenzierung zwischen nor- 
malem und erkranktem Gewebe kdnnen geeignete 
Fluoreszenzf arbstoffe beitragen, die sich im erkrankten 
Gewebe (insbesondere Tumoren) anreichern und ein 
speziMsches Absorptions- und Emissionsverhalten besit- 
zen. Die durch Absorption des Farbstoff es bewirkte An- 



mische Wirkung durch die nichtkovalente Wechselwir- 
kung mit Cyclodextrinen unterdrtickt wird. 

Vorteilhaft ist weiterhin, daB durch die OberfQhrung 
von meist lipophilen, schwer wasseridslichen Tetrapyr- 
rolen in Cyclodextrinsysteme erreicht wird, daB die 
Farbstoffe in Gegenwart von Cyclodextrinen eine er- 
hdhte Ldslichkeit in w&firigen Medien aufweisen und in 
Form waBriger Lfisungen in ausreichender Menge in 
den Kflrper eingebracht werden kann. Die applizierbare 



derung des (gestreuten) eingestrahlten lichtes oder die 40 Dosis wird damit erhoht Darflberhinaus kann durch die 



OberfQhrung von Fluoreszenzf arbstoff en in Cyclodex 
trinsysteme eine deutliche Veranderung ihrer pharma- 
kokinetischer Eigenschaften und infolgedessen eine ge- 
webs- oder organspeziflsche/ortsspezifische Anreiche- 
45 rung des derart formulierten Fluoreszenzfarbstoffes er- 
reicht werden. Weiterhin ist die Vertraglichkeit von Te- 
trapyrrol-Cyclodextrin-Systemen gegenQber den freien 
Tetrapyrrolen erh6h t 

Eine Optimierung und Anpassung des pharmakokine- 
wendet (Bonnett R.; New photosensitizes for the pho- 50 tischen Verhaltens der erfindungsgemaB verwendeten 
todynamic therapy of tumours, SPIE VoL 2078 (1994)). Verbindungen an das diagnostische Problem kann 
Das fQr die PDT erforderliche Vermogcn dieser Mole- durch die Verwendung von Derivaten des a-, |J- und 
kale, Qber den angeregten Zustand (Triplettzustand) Y-Cyclodextrins geschehen. 

Singulettsauerstoff zugenerieren und damit eine photo- Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Wirt 
dynamische, zeUtftende Wirkung hervorzurufen ist far 55 Gast-Komplexe, die an biologische Erkcnnungseinhei 



durch die Anregungsstrahlung induzierte Fluoreszenz 
wird detektiert und liefert die eigentlichen gewebespe- 
zifischen Informationea 

Fur die Lokalisation und Abbildung von Tumoren 
wurden bisher die fOr eine Anwendung in der Photody- 
namischen Therapie (PDT) konzipierten Photosensibili- 
satoren mit Tetrapyrrol-Grundstruktur (u. a. Hamato- 
porphyrinderivate, Photophrin II, Benzoporphyrine, Te- 
traphenylporphyrine. Chlorine, Phthalocyanine) ver 



rein diagnostische Zielstellungen stOrend. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Ver- 
bindungen und Mittel zur Verfflgung zu stellen, die zur 
Lokalisation und Abbildung von erkrankten Gewebe- 
bereichen, insbesondere Tumoren, geeignet sind, ohne 
als Nebenwirkung infolge der zur optischen Diagnostik 
notwendigen Lichtanregung photodynamische Effekte 
hervorzurufen. 
ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe nunmehr da 



ten, d h. sich speziflsch in erkrankten Gewebeeinheiten 
anreichernde Biomolekttle, gekoppelt sind Bevorzugt 
werden als BiomolekQle Aminosauren, Peptide, Prote- 
ine, Antikdrper, Antikdrperfragmente, Antigene, Hap- 
tens Enzymsubstrate, Hormone, Kohlenhydrate, Sac- 
charide, Dextrane oder rezeptorenbindende Arzneimit- 
tel verwendet Die Darstellung solcher Addukte ge- 
schieht dadurch, daB geeignete Cyclodextrinderivate 
verwendet werden, die eine oder mehrere Gruppierun- 



durch gelOst, daB Tetrapyrrole verwendet werden, die 65 gen enthalten, fiber welche eine kovalente Bindung zum 

Ober eine nichtkovalente Wirt-Gast-Komplexbildung BiomolekOl aufgebaut werden kann. Bevorzugt sind 

gegen die Umgebung derart abgeschirmt and daB kein monosubstituierte a-, (J- und Y-Cyclodextrinderivate. 

Energietransfer zu molekularcm Sauerstoff erf Igen Besonders bev rzugt sind die entsprechenden mono- 
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substituieren 6-O-p-Toluolsulfonyl-, Methylsuifonyl- 
odcr Mesitylsulfonylcyclodextrine und solche, die sich 
aus den aufgez&hlten Verbindungen synthetisch erzeu- 
gen lassen. 

Erfindungsgemftfi wird bei der Durchfflhrung des 5 
Verfahrens zur In-vivo-Diagnostik den Geweben eine 
Oder mehrere der Substanzen, durch parenteraie Gabe, 
bevorzugt intravendse Injektion, zugefOhrt und Licht 
aus dem sichtbaren bis nahinfraroten Bereich einge- 
strahlt Das nicht absorbierte, gestreute Licht und/oder 10 
die vom Farbstoff emittierte, gestreute Fluoreszenz- 
strahlung werden gleichzeitig/einzeln registries Bevor- 
zugt sind die Methoden, bei denen das Gewebe groBflt* 
dug bestrahlt und die Fluoreszenzstrahlung drtlich auf- 
gekSst durch Aufnahme mit einer CCD-Kamera darge- 15 
stelit wird oder die abzubildenden Gewebeareale mit 
einem Ltchtleiter abgerastert und die erhaltenen Signa- 
le rechnerisch in ein synthctisches BDd umgesetzt wer- 
den. DarOberhinaus kann die Huoreszenz spektral und/ 
oder phasenselekuv sowie stationar und/oder zeitauf ge- 30 
lost ausgewertet werden. 

Die folgenden Beispieie eriiutern die Erfuidung 

1. Dargestellt ist die Ver&ndening der Absorption 25 
von Pheophorbid a/p~Cydodextrin-Komplexen 
(Abb. 1) in einer Verdflnnungsreihe. Wie deutlich 
zu erkennen ist, verindert sich die Form und spek- 
traJe Lage der Spektren nicht Aus diesem Fakt 
kann geschlossen werden, daB die gebildeten Kom- 30 
plexe unter diesen Bedingungen stabO sind. 

2. In Abb. 2 ist das Fluoreszenzspektrum von Phe- 
ophporbkl a/p-Cyclodextnn -Kompiexen bei kon- 
stanter Pheophorbid a-Konzentration gezeigt Die 
spektrale Lage und Form der stationaren Fluores- 35 
zenzspektren lassen, ebenso wie die Absorptions- 
spektren und die gemessenen Fluoreszenzlebens- 
daucr, die flber alle Messungen konstant bei SB ns 
liegt, den SchluB zu, daB der Farbstoff trotz waBri- 
ger Umgebung in monomerer Form in die Komple- 40 
xe eingebettetist 

3. Unter Anwesenheit von moiekularem Sauerstoff 
wird bei Belichtung von Pheophorbid a Singulett- 
sauerstoff mit einer Quantenausbeute von ca. <X59 
(monomerer Farbstoff in Ethanol) generiert Die 45 
Entstehung von Singulettsauerstoff, der ais wesent- 
liche toxische Spezies bei der Photodynamischen 
Therapie angesehen wird, kann direkt fiber seine 
Lumineszenz bei 1269 nm nachgewiesen werden. In 
Abb. 3 ist gezeigt, dafi bei gleichzeitiger Monome- 50 
risierung und Bildung eines EinschluB- Komplexes 
(vgL Abb. 1 und Abb. 2) mit dem Cyciodextrin (c « 

a 15 M und O20 M) ebenso wie in Phosphatpuffer 
(PBS), in dem das Pheophorbid a aggregiert vor- 
liegt, kein Singulettsauerstoff generiert wird. 33 



und Derivate des Bacteriochlorophylls verwendet 
werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl als Tetrapyrrol Porphyrine, Chlorine 
und Bacteriochlorine verwendet werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Tetrapyrrol Phthaiocyanine und 
Naphthalocyanine verwendet werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als WirtsmolekOle a-Cyclodextrin 
und Derivate des a-Cyclodextrins verwendet wer- 
den. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als WirtsmolekOle ^-Cyciodextrin und 
Derivate des P-Cyclodextrins verwendet werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als WirtsmolekOle y-Cyclodextrin und 
Derivate des v-Cyclodextrins verwendet werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 bis 8> dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Diagnostik nach Lichtanre- 
gung durch Messung optischer Parameter der 
Wirt-Gast-Komplexe erfolgt 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als optischer Parameter die Fluores- 
zenz gemessen wird, wobei die Fluoreszenz spek- 
tral und/oder phasenselektiv, stationar und/oder 
zeitauf gelCst ausgewertet wird 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zekhnet, daB als optischer Parameter die Absorp- 
tion gemessen wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als optischer Parameter die Licht- 
streuung gemessen wird. 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 



Patentansprtiche 

1. Verfahren zur In-vivo-Diagnostik von erkrank- 
ten Gewebebereichen mit Wirt-Gast-Komplexen, 60 
dadurch gekennzeichnct, daB ais GastmolekQle 
Tetrapyrrole und als WirtsmolekOle Cyclodextrine 
verwendet werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als Tetrapyrrol Chlorophyll und des 65 
Chlorophylls verwendet werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnct, daB als Tetrapyrrol Bacteriochlorophyll 
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Abbildung 2 
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Fluoreszenz von Pheo-a in unterschiedlich konzentrienen $-CD-Losungen (in PBS) 
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Abbildung 3 



rel. IntensitOt 
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